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論文内容要旨
 肝硬変の形態形成には長い研究の歴史があるが,なお未解決の面が大きい。著者は,肝硬変の
 問質が肝壊死後の線維化により成立すること,従って壊死域の分布パターンによって問質の形
 成,ひいては硬変肝の構造パターンが決定されると考えた。一方,慢性肝炎の壊死炎症反応は,
 ウイルス関連抗原を発現した肝細胞に対する宿主の免疫反応により引き起こされることが細胞レ
 ベルで明らかにされっっある。しかし肝病変の形態形成に関して,組織形態学的なウイルスの分
 布と壊死域の発生の関係に着目した研究はこれまで行われていない。そこで抗原分布が壊死域の
 発生,さらには肝硬変の形態形成にどのように関与するのかを明らかにすべく,B型・C型慢性
 肝炎の多数例を対象として,ウイルス関連抗原の免疫組織化学とウイルスゲノムの読sぬ
 hybridization(ISH)による可視化,その三次元的組織内分布,および二次元像における形態計
 量による分布解析などを用いて多角的な検討を行った。
 【対象と方法】
 1)B型慢性肝炎
 HBcAgが肝細胞の胞体ないし細胞膜に発現している慢性肝炎8例(手術例3例,剖検例5例)
 を対象とした。いずれもフォルマリン固定とし,うち2例については厚さ4μmの準連続切片
 (107～176枚)を作成,Elastica-Goldner染色とHBcAg免疫染色を交互に施行した。これらか
 ら計算機支援下に三次元再構成を行い,門脈・肝静脈枝,線維化域,抗原陽性細胞の分布とそれ
 ぞれの空間的関係を画像上に把握した。
 さらに,8例全てを用いて著者が考案した二次元距離分布解析法を用い,抗原陽性細胞と壊死・
 線維化域との関係を解析した。実際には免疫染色標本のカラー印画上に格子状の観測グリッドを
 重ね,交点を観測点として,各点から最短距離にある線維化域辺縁までの距離を計測し,陽性域
 と陰性域からの度数分布を比較するという手法である。観測点は総計8,600個以上にのぼった。
 また,連続した切片を用いて,HBcAgに対する免疫染色とHBV-DNAに対するISHを行い,そ
 の分布を比較,検討した。
 2)C型慢性肝炎
 12例の血清中の第2世代HCV抗体(+)の肝組織を用いた。いずれも術中肝生検ないし外科
 的切除材料から得た新鮮組織で,RNAや抗原の保存性を考えて切除直後に小片にトリミングし,
 ただちに緩衝4%パラフォルムアルデヒドで固定した。標本はパラフィン包埋,5μmの切片
 とし,新しいISHの技法であるBrigati標識DNAoligoprobeおよびmicrocapillary法を用い
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 てISHを行った。また,capsidprotienに対する免疫染色を,biotinyityramideによる増感を
 加え行った。それらのうち染色性の良好な2例にっきカラープリントを作成し,鏡検下で陽悟三細
 胞をマーキング,肝内脈管,壊死域,炎症性細胞浸潤域との位置関係を検討した。更に2例につ
 き前述の二次元距離分布の解析を行った。
 【結果】
 B型慢性肝炎の三次元画像の観察では,線維化の進行が軽度と思われる症例では,HBcAg陽
 性域の分布は原則として巣状(focal)であり,実質中に大小の陽性巣がランダムに分布してい
 た。一方,進行した症例では,陽性域がclusterを形成する点では同様だが,分布パターンは線
 維化域周囲に沿うような,あるいは線維化域を連結するような形の特徴的な分布を示した。2次
 元切片上の距離分布解析では,抗原陽性域が明らかに線維化域に近接して分布する結果となり,
 この結果はnon-parametric検定により有意性が確認された。
 C型慢性肝炎では,ISHの陽性所見が12例中6例に認められた。陽性細胞は主に肝細胞で,
 肝実質中にsingユece11または数個から十数個のfociを作り存在していた。二次元像のマッピン
 グによる検討では2例のうち1例において,HCV(+)細胞が壊死・線維化域と肝実質の境界
 に多く分布する結果となった。
 【結論】
 B型慢性肝炎の結果を総合して以下の様な病変進展のモデルが妥当と考えられた。すなわち
 HBc抗原(+)肝細胞は巣状の集塊として実質内に分散し,そこに免疫反応が加わり壊死が発
 生,線維化が生じる。一方,一部の感染肝細胞は免疫監視機構をかいくぐって増殖を繰り返し,
 間質周囲に残存する,それらにまた壊死炎症反応が加わり硬変化が進む,というモデルである。
 すなわち,肝硬変の形態形成は抗原の分布様態に依存すると結論づけられた。
 一方C型慢性肝炎の解析ではウイルスの肝組織内分布,それと壊死発生との関係などにおい
 て,一部の症例ではB型同様の機序が働いている'可能性が示唆されたが,しかし今回は最終結
 論まで到達できなかった。この点は今後の問題として残される。
 一23一
 審査結果の要旨
 肝硬変の形態形成が進行する機序に関しては長い研究の歴史があるが,なお未解決の面が大き
 い。著者は肝硬変の間質が肝壊死後の線維化により成立すること,従って壊死域の分布パターン
 によって間質の形成,ひいては硬変肝の構造パターンが決定すると考えている。そして慢性肝炎
 の壊死炎症反応は,ウイルス関連抗原を発現した肝細胞に対する宿主の免疫反応により引き起こ
 されるという所見を踏まえ,肝病変の形態形成に関して,組織学的なウイルスの分布と壊死域の
 発生の関係に着目した形態学的な研究を行った。手法としては,B型・C型慢性肝炎の多数例を
 対象として,ウイルス関連抗原の免疫組織化学とウイルスゲノムの読s`施hybridizationによ
 る可視化,その三次元的組織内分布,および二次元像における形態計量による分布解析などを用
 いた多角的なものである。
 このような研究,すなわち肝の構造の改変を三次元的にとらえ,そこでの壊死域の分布,壊死
 炎症反応や線維化の進展といった観点から肝硬変の形態形成を扱い,それに関連したウイルスゲ
 ノム,ウイルス抗原の三次元的な分布との関連を追求した試みは世界に類を見ない極めて独創性
 の高いものである。更にそこに定量形態学的な検討を導入しているが,これも最初の試みである。
 そのために考案した新しいモルフォメトリーの方法(二次元距離分布解析)は,組織像上での構
 造と細胞化学的因子の関係を解析する極めて有力な手法である。
 それらの結果は,B型慢性肝炎の病変の進展について,抗原分布と壊死・線維化を関連づけた
 モデルを導くことになった。このモデルは慢性肝炎における組織形態学的な進展過程を理解する
 上で非常に大きな意義がある。そして今後,これらの方法をC型慢性肝炎に敷延し,C型にお
 いても硬変化の機序が解明されることが大いに期待される。以上,本研究は学位に十分値するも
 のと考えられる。
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